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(54) Title: SYNTHETIC OXYGEN TRANSPORT MADE FROM CROSS-LINKED MODIFIED HUMAN OR PORCINE 
HAEMOGLOBIN WITH IMPROVED PROPERTIES, METHOD FOR A PREPARATION THEREOF FROM PURIFIED 
MATERIAL AND USE THEREOF 

(54) Bezeichnung: KUNSTLICHE SAUERSTOFFTRAGER AUS VERNET2TEM MODMZIERTEN HUMAN- ODER 
SCHWEINEHAMOGLOBIN, VERFAHREN ZU HIRER HERSTELLUNG AUS GEREINIGTEM MATERIAL, SOWIE DEREN 
VERWENDUNG 

(57) Abstract: The invention relates to the production of chemically modified cross-linked haemoglobin with improved functional 
properties, cross-linked haemoglobin after the above method and the use thereof as synthetic oxygen transport. Said production 
method is characterised both by technical simplicity and by high yields. Highly pure deoxygenated haemoglobin is covalently con- 
jugated with an oxygen-binding activator, in particular pyridoxal-5-phosphate, with the protection of an anti -oxidant, followed by 
polymerisation of the haemoglobin with glutaraldehyde as a bifunctional cross-linker with concomitant rapid increase in the volume 
of the reaction mixture and decreasing concentration of the haemoglobin during the addition of the cross-linker. Finally, after further 
dilution with water, a polyethylene oxide derivative is chemically bonded to the cross-linked haemoglobin. Polymers which are 
compatible with blood plasma are obtained with optimised co-operative and half-saturated partial pressures, which serve as artificial 
oxygen transports and in particular, when divided into low molecular weight and high molecular weight fractions, serve as blood 
substitutes or as blood additives, for example in the treatment of oxygen -deficient states. 
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(57) ZusammenfassuDg: Die vorliegende Erfindung umfasst gemass den Anspriichen die Herstellung chemisch modifizierter, ver- 
netzter Hamoglobine mit verbesserten funktionellen Eigenschaften, die nach diesem Verfahren hergestellten vernetzten Hamoglo- 
bine, sowie ihre Verwendung als kttnstliche Sauerstofftrager. Das Herstellungsverfahren ist gekennzeichnet sowohl durch technische 
Einfachheit, als auch hohe Ausbeuien. Hochreines desoxygeniertes Hamoglobin wird unter dem Schutz eines Antioxidationsmittels 
mit einem Effektor der Sauerstoffbindung, insbesondere Pyridoxal-5-phosphat, kovalent konjugiert, danach erfolgt die Polymeri- 
sierung des Hamoglobins mit Glutardialdehyd als bifunktionellem Vernetzer bei gleichzeitig starker Zunahme des Volumens des 
Reaktionsgemisches und abnehmender Konzentration des Hamoglobins wahrend der Zugabe des Vernetzers. Anschliessend wird, 
nach weiterer Verdunnung mit Wasser, an die vernetzten Hamoglobine ein Polycthylenoxid-Derivat chemisch angekniipft Erhalten 
werden mit Blutplasma vertragliche Polymere mit optimierten Kooperativitats- und Halbsattigungsdruckwerten, die als kiinstliche 
Sauerstofftrager, und insbesondere aufgeteilt in einen nieder- und einen hochmolekularen Anteil als Blutsubstitut bzw. als Blutad- 
ditiv, beispielsweise bei der Behandlung von Sauerstoffmangelzustanden Verwendung finden konnen. 
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KQnstliche Sauerstofftrager aus vernetztem modifizierten Human- oder 
Schweinehamoglobin mit verbesserten Eigenschaften, Verfahren zu ihrer 
technisch einfachen Herstellung aus gereinigtem Material in hohen 
Ausbeuten, sowie deren Verwendung 

Die vorliegende Erfindung umfa&t gemass den Anspruchen die Herstellung 
chemisch modifizierter, vernetzter Hamoglobine mit verbesserten funktionellen 
Eigenschaften, die nach diesem Verfahren hergestellten vernetzten Hamoglobine, 
sowie ihre Verwendung als kQnstliche Sauerstofftrager. Das Herstellungsverfahren 
ist gekennzeichnet sowohl durch technisch Einfachheit als auch hohe Ausbeuten. 

Hochreines desoxygeniertes Hamoglobin wird unter dem Schutz eines 
Antioxidationsmittels mit einem Effektor der Sauerstoffbindung, insbesondere 
Pyridoxal-5-phopshat, kovalent konjugiert, danach erfolgt die Polymerisierung des 
Hemoglobins mit Glutardialdehyd bei sehr starker Zunahme des Volumens des 
Reaktionsgemisches und somit sehr starker Verdunnung der Reaktanden 
wahrend der Zugabe des Vernetzers. AnschlieSend wird nach Verdunnung mit 
Wasser an die vernetzten Hamoglobine ein Polyethylenoxid-Derivat chemisch 
angeknQpft. Erhalten werden mit Blutplasma vertagliche Polymere mit optimierter 
Sauerstoffbindungs-Charakteristik, die als kQnstliche Sauerstofftrager, insbe- 
sondere aufgeteilt in einen nieder- und einen hochmolekularen Anteil als 
Blutsubstitut bzw. als Blutadditiv, beispielsweise bei der Behandlung von 
Sauerstoffmangelzustanden, Verwendung finden konnen. 

In der Medizin ist es aus verschiedenen klinischen Indikationen wupschenswert, 
ein kQnstliches Unterstutzungssystem fur den Sauer^t^ verfugbar zu 

haben. Im Falle eines akuten Blutverlustes erscheint es namlich nicht nur sinnvoll, 
das FIQssigkeitsvolumen isoton und isonkotisch zu ersetzen, sondern auch eine 
weitere wesentliche Funktion des Blutes, namlich die des Sauerstofftransports zu 
restituieren. Bei sinkender Bereitschaft zur Blutspende stehen immer seltener im 
akuten Katastrophenfall (u. a. auch im Kriegsfall) passende Blutkonserven zur 
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VerfQgung, urn insbesondere einen unvorhersehbaren Bedarf decken zu konnen. 
Die momentane Verfugbarkeit geeigneter Blutkonserven bringt zudem erhebliche 
logistische Probleme mit sich. Ferner lassen sich Blutkonserven in der Regel nur 
etwa 35 Tage lagern und mussen deshalb standig emeuert werden - was 
erhebliche Kosten bereitet - wahrend kunstliche Ldsungen wesentlich langer auf- 
zubewahren sind, da sie gegebenenfalls eingefroren werden konnen. Abhangig 
von der Lagerzeit sauern sich Blutkonserven intrazellular an, dadurch ist ihre 
Sauerstoffbindungscharakteristik akut keineswegs optimal, vielmehr muG diese im 
Organismus zunachst wieder regeneriert werden. Dagegen funktioniert ein kunst- 
licher Sauerstofftrager vom ersten Moment an optimal. Der zunehmend mangeln- 
den Bereitschaft zur Blutspende steht auf der anderen Seite die steigende Ober- 
alterung der Bevolkerung bedarfserhohend gegenuber. Zugleich vermindert sich 
wegen der Oberalterung auch die Zahl der potentiellen Blutspender. Ebenso ist 
wegen uniibersehbarer Infektionsrisiken (Immunschwache, Hepatitis) die 
Bevolkerung der Vorstadte („slums") als Blutspender ausgefallen. Ein kunstlicher 
Sauerstoff-transportierender Blutersatz ware auch, unabhangig von der Blut- 
gruppe, universal. Es ist zudem mdglich, daB mit einem solchen Blutersatz ein 
Volumenmangelschock eher durchbrochen werden kann als mit einer Blut- 
konserve, da die Erythrozyten in der Konserve versteift sind und dadurch eine 
veningerte Kapillardurchgangigkeit aufweisen. Jedenfalls haben Tierversuche 
ergeben, daB ein Volumenmangelschock mit sauerstofftransportierendem Blut- 
ersatz wirksamer bekampft werden kann, als mit einfachen Plasmaexpandern 
(Pabst R. (1977): „Sauerstofftransport mit stromafreien Hamoglobinlosungen und 
Fluorocarbonen", Med. Klin. 72: 1555 - 1562, Keipert P. E., Chang T. M. S. 
(1985): „Pyridoxylated Polyhemoglobin as a Red Cell Substitute for Resuscitation 
of Lethal Hemorrhagic Shock in Conscious Rats", Biomater., Med. Dev., Artif. 
Organs 13: 1-15). Weitere Anwendungen eines kiinstlichen Sauerstofftragers 
kommen hinzu: Komplizierte operative Eingriffe, welche notwendig mit hohen 
Blutverlusten einhergehen, lassen sich zunehmend weniger durchfuhren, weil die 
entsprechenden Blutkonserven fehlen. Demgegenuber erarbeitet man immer 
gro&ere und invasivere operative Eingriffe - wozu insbesondere auch Trans- 
plantationen zahlen -, deren Ausfuhrung im Einzelfall entscheidend von der 
Verfugbarkeit ausreichend vieler geeigneter Blutkonserven abhangt. Weiterhin 
sind fur eine Transplantation vorgesehene Organe weit besser zu konservieren, 
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wenn sie mit (kunstlichen) Sauerstotttragern perfundiert werden. Allein eine 
Lebertransplantation benotigt bis zu 100 Transfusionseinheiten zu je 450 mL In 
Fallen poiytraumatischer Schadigungen (beispielsweise durch einen Autounfall) 
werden ahnliche groBe Mengen benotigt 

Aber nicht nur im Falle eines akuten Blutverlustes, sondem auch im Falle 
chronischer Durchblutungsstorungen (insbesondere cerebrale, koronare, renale 
und periphere - beispielsweise beim Horsturz - oder einer anamischen Krise etwa 
im Falle chronischer Osteomyelitis oder nach Tumor-Chemotherapie) besteht ein 
Bedarf fur einen kunstlichen Sauerstoff-transportierenden Blutzusatz. Auch urn im 
Falle eines fetalen Sauerstoffmangels durch eine Piazenta-Insuffizienz einen 
drohenden Abort zu verhindern oder zur Verhinderung von Sauerstoffmangel- 
schaden unter der Geburt, bietet sich die Anwendung des Additivs an oder aber 
zur Entwohnung von der Beatmung. Ein Bedarf solcher Art ist sogar wesentlich 
groBer als fur den vorher genannten Fall eines akuten Blutverlustes: Jahrlich sind 
fur etwa 750 000 Menschen in Deutschland solche chronischen Durchblutungs- 
storungen die Todesursache. Hinzu kommen noch die Krankheitsfalle aus dieser 
Ursache. An Krebs dagegen sterben jahrlich lediglich etwa die Halfte Menschen. 
Man versucht bekanntermaBen chronische Sauerstoffgewebsmangel durch 
hyperbare Sauerstoffzufuhr zu therapieren. Abgesehen davon, daS diese Therapie 
nur solange wirkt, wie der Sauerstoffuberdruck herrscht und abgesehen davon t 
daB das Vorgehen nicht ungefahrlich ist, besteht hierbei die Gefahr oxidativer 
Gewebeschadigung durch radikalische Sauerstoffreaktionen, die uber entspre- 
chende Reaktionsprodukte nachweisbar sind. Ein kGnstlicher Sauerstofftrager 
wirkt, solange er vorhanden ist, und er offeriert dem Gewebe sogenannten 
Niederdruck-Sauerstoff, so dass die genannten Schaden nicht auftraten. 
Die Anwendung eines sauerstofftransportierenden Blutadditivs als voruber- 
gehende Unterstutzung des endogenen Sauerstofftransportsystems stellt eine 
weitere MSglichkeit und Alternative zur Bekampfung des chronischen geweblichen 
Sauerstoffmangels dar, den man bisher mit durchblutungsfordernden Mitteln(z.B. 
GefSBdilatoren) zu therapieren versucht. 

Fur die Art der Anwendung kommt dem Konzept sehr zu gute, daB es sich urn 
eine funktionelle Sauerstoff-Therapie handelt: Nicht das Substrat (der Sauerstoff) 
wird appliziert, sondern die Funktion des Tragersystems wird verbessert, das den 
Sauerstoff zu den Geweben bringt. Dies macht die Therapie in ihrer Wirkung 
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multiplikativ, somit sehr effektiv, und gibt ihr gleichsam einen katalytischen 
Charakter. Hinzu kommen noch deutliche Hinweise, daS ein im Plasma geloster 
Sauerstofftrager viel wirksamer ist, als ein in Erythrozyten .abgepackter". 
Weiterhin kann ein solcher kiinstlicher Blutersatz frei von bekannten Erregem 
hergestellt werden; Infektionsprobleme, wie Hepatitis und erworbener Immun- 
defekt (AIDS) sind auf diese Weise vermeidbar. 

Eine zusatzliche potentielle Empfangergruppe fur kunstliche sauerstofftranspor- 
tierende Losungen sind Patienten, welche eine allergische Reaktion, beispiels- 
weise auf HLA-Antigene, erwarten lassen. Bisher versucht man die Leukozyten 
durch eine Filtration uber Baumwolle aus Blutkonserven zu entfernen. Kunstliche 
Blutersatzlosungen waren dagegen vbllig frei von Leukozyten.ln neuerer Zeit hat 
man an Schweinen beobachtet, dass nach Verbesserung der Sauerstoff- 
versorgung (Herabsetzung der Sauerstpff-Affinitat des Hamoglobins) das Schlag- 
volumen des Herzens verringert wird und die Herzfrequenz unbeeinflusst bleibt 
(Villereal M. C, et al. (1987): Engineered Red Blood Cells with Modified Oxygen 
Transport Properties: A New Oxygen Carrier", Biomater., Med. Dev., Artif. Organs. 
15: 397). In einer anderen Arbeit (Bosman R. J., et al. (1992): „Free Polymerized 
Hemoglobin Versus Hyroxyethy! Starch in Resuscitation of hypovolemic Dogs", 
Anesth. Analg. 75: 811 - 817) wurde gezeigt, daS die Applikation sauerstofftrans- 
portierender Losungen nach einem Volumenmangelschock beim Hund die 
Zunahme des Herzzeitvolumens verhindert und somit das Herz schont. Hier 
eroffnet sich die Moglichkeit, durch Verbesserung der Sauerstoffversorgung eine 
funktionelle kardiale Protektion zu.erreichen, was beispielsweise im Falle eines 
Infarkts hilfreich ist. Das ware ein vollig neuer Aspekt fur die Anwendung 
sauerstofftransportierender Losungen. 

Eine weitere Anwendung solcher kiinstlicher Sauerstofftrager ware die Erhohung 
der Strahlungsempfindlichkeit von Tumoren, zumal sich mehr und mehr andeutet, 
daS molekulare, im Plasma geloste Sauerstofftrager sehr viel effektiver Sauerstoff 
an das Gewebe abgeben, als Vollblut: Solche kunstlichen Trager bewirken eine 
Synergie mit dem nativen (intraenythrozyteren) Trager. D. h., dass der mole- 
kular-disperse kunstliche Trager im Blutplasma nicht nur per se am besten 
Sauerstoff aus der Kapillare abgibt, sondern zudem die Sauerstoffabgabe des 
vorhandenen nativen Systems verstarkt, und zwar Qber den Mechanismus der 
erleichterten Diffusion. Das bedeutet, daS man fur diesen Zweck nur eine geringe 
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Konzentration des kunstlichen Tragus mi nasma benotigt. Trotzdem bleibt diese 
funktionelle Therapie (siehe oben) auBerst effektiv. 

AHes Gesagte verdeutlicht den Bedarf eines kunstlichen Sauerstofftransporteurs. 
UnerlaSlich fur die Nutzung eines kunstlichen Sauerstofftragers ist, dass sein - 
Ausgangsmaterial in ausreichender Menge zur Verfugung steht. Verfallene 
Blutkonserven losen das Problem somit nicht. Deshalb ist es notwendig, Tier- 
hamoglobine zu verwenden, vorzugsweise von den wichtigsten Schlachttieren: 
Rind und/oder Schwein. 

Aus der Darstellung des Bedarfs kunstlichen Sauerstofftrager ergeben sich grob 
zwei Typen der Anwendung: einerseits im Falle eines starken Blutverlustes und 
andererseits im Falle eines chronischen Sauerstoffmangels. Im ersten Fall beno- 
tigt man zur Kompensation ein iso-onkotisches, Sauerstoff transportierendes 
Volumensubstitut (kunstliche Sauerstofftrager der ersten Generation), im zweiten 
Fall dagegen ein Sauerstoff-transportierendes Blutadditiv (kunstliche Sauerstoff- 
trager einer zweiten und neuen Generation). Wie erwahnt, ist der letzte Fall der 
weitaus haufigere. Im ubrigen erlaubt ein entsprechendes Blutadditiv, in Kombi- 
nation mit einem sogenannte Plasmaexpander, auch die Therapie eines akuten 
Blutverlustes mit dem groBen Vorteil, daS der Arzt die Moglichkeit hat, sowohl die 
Gabe von Sauerstofftragern als auch des FlOssigkeitsvolumen, auf den Bedarf des 
einzelnen Patienten abzustimmen. 

Auch der Organismus vermag beides (Menge des Sauerstofftragers und Blut- 
volumen) unabhangig voneinander zu verandern, namlich die Erythrozytenbildung 
uber Erythropoetin und das Plasmayolumen Qber ein eigenes Regulationssystem. 
Beide GroSen sind dadurch entkoppelt, daS der Trager im Blut einen sehr viel 
kleineren kolloidosmotischen Druck hat als das Plasma. 

Bisher wurden von anderen drei grundsatzlich verschiedene Strategien zur Ent- 
wicklung eines kunstlichen Sauerstofftragers fQr das Blut verfolgt (Stand der 
Technik: Rudolph A. S. et al. (Hrsg.): Red Blood Cell Substitutes: Basic Principles 
and Clinical Applications, Marcel Dekker, New York u. a. 1998; Tsuchida E. 
(Hrsg.): Blood Substitutes: Present and Future Perspectives, Elsevier Science, 
Amsterdam 1998; Chang T. M. S. (Autor bzw. Hrsg.): Blood Substitutes: Prin- 
ciples, Methods, Products and Clinical Trials, Volume 1 und ~ Volume 2, Karger 
Landes, Basel u. a. 1997 und 1998) 
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Verwendung von Emulsionen mit l-luorkohlenwasserstoffen -neuerdings setzt 
man auch andere Halogene wie Brom ein -, in welchen Sauerstoff besonders gut 
loslich ist (Hirlinger W. K., et al. (1982): „Auswirkungen eines teilweisen 
Blutaustausches mit Fluosol DA 20% auf den intakten Organismus des 
Schweines", Anasthesist 31 660 - 666). Da die Fluokarbone lipophil sind, ist 
jedoch zu erwarten, daG Wechselwirkungen und Storungen in den Lipidschichten 
der Zellmembranen auftreten. Letztere sind integrierende funktionelle Bestandteile 
der Zelle. Zudem mOssen die Fluokarbone mit Emulgatoren, wie Phospholipide 
dispergiert werden, welche zusatzlich mit den Membranen der Zellen interferieren 
konnen (so benannte kQnstliche Sauerstofftrager auf Basis von Fluorkarbonen der 
ersten Generation). 

Eine weitere Strategie stellt die Mikroverkapselung hochkonzentrierter Losungen 
natQrlichen und auch chemisch modifizierten Hamoglobins in Phospholipidvesikeln 
unter Zusatz geeigneter Effektoren der Hamoglobinbindung („kunstliche Erythro- 
zyten Oder Hamosomen") dar (Ogata Y. (1994): Characteristics of Neo Red Cells, 
Their Function and Safety: In-Vivo Studies", Artificial Cells, Blood Substitutes, and- 
Immobilization Biotechnologies 22: 875 - 881). Auf diesem Felde sind auch erste 
Tierversuche gelungen (Hunt C. A., et al. (1985): ..Synthesis and Evaluation of a 
Protypal Artificial Red Cell", Science 230: 1165 - 1168). Die Vesikel hatten einen 
Durchmesser von weniger als 0,05 urn und waren damit vom Volumen her urn gut 
zwei Zehnerpotenzen kleiner als natOrliche rote Blutzellen. 
Die dritte Strategie besteht in der Herstellung infundierbarer Hamoglobinlosungen. 
Der kQnstliche Sauerstofftrager liegt dann im Blut extrazellular vor. Wahrend man 
die beiden ersten Problemldsungen als Herstellen eines kunstlichen Blutes 
ansehen kann, so daG die Schwierigkeit einer kolloid-osmotischen Interferenz 
nicht auftreten kann, stand bei dieser Problemiesung ein Plasmaexpander am 
Anfang, dessen MakromolekOle auch Sauerstoff transportieren k6nnen (so 
benannte kQnstliche Sauerstofftrager auf der Basis von Hamoglobin der ersten 
Generation). 

Natives Hamoglobin ist hierfur nicht brauchbar, da es beispielsweise zu schnell 
uber die Niere ausgeschieden wird. Eine chemische Modifikation ist deshalb 
unerlaBlich. Im Rahmen dieser Strategie hat man beispielsweise das Hamoglobin 
uber seine Aminogruppen kovalent an Dextrane gebunden oder selbst bis zu 
einem Molekulargewicht von etwa 700 000 g/mol polymerisiert. Ersteres wurde 
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beispielsweise von der Fiona Fresenius (i-resenius E. (1976): „Blood and Plasma 
Substitute - Comprising a Colloidal Solution of Hydroxyethyl Starch Coupled to 
Haemoglobin Free Stroma", Patentschrift DE-P 2616-086 ) und letzteres von der 
Firma Biotest (Bonhard K., et al. (1983): „Verfahren zur Gewinnung von hepatitis- 
sicheren, sterilen, pyrogenfreien und stromafreien Hamoglobinlosungen", Patent- 
schrift DE-0 31 30 770 ) und der Firma Alza (Bonsen P. (1976): „Water-soluble 
Polymerized Hemoglobin", Patentschrift DE-0 26 07 706) verfolgt. Eine weitere 
Strategie bezQglich extrazellularer Losungen ist, das Hamoglobin zu stabilisieren, 
indem man es intratetramer vemetzt oder indem man Seitengruppen anhangt 
(Oligo-Ethylenglykol), ohne das (tetramere) Molekulargewicht wesentlich zu 
erhohen (stabilisierte Hamoglobine (Matsushita M., et al. (1987): „ln vivo Evalua- 
tion of Pyridoxylated Hemoglobin-Polyoxyethylene Conjugate", Biomat, Artif. 
Cells, Artif. Org. 15: 377). Wie weiter pben erwahnt, haben extrazellulare Bluter- 
satzlosungen in Tierversuchen bezuglich einer Schockbehandlung erfolgver- 
sprechende Ergebnisse gebracht. 

Vorteil der Verwendung von HSmoglobinen als kOnstliche Sauerstofftrager - 
gegenuber Fluorkarbonen - ist, daB sich die gunstigen Eigenschaften der natOr- 
lichen Sauerstoffbindung nutzen lassen. Dazu gehoren die optimal angepaSte 
mittlere Sauerstoffaffinitat, die homotrope Kooperativitat, also die S-Form der 
Sauerstoffbindungskurve, sowie der (alkalische) Bohreffekt, der die Basis eines 
naturlichen selbstregulatorischen Mechanismus zur gezielten Sauerstoffabgabe an 
mangelversorgte Gewebe bildet. 

Aus der diesbezuglichen Literatur geht War hervor, daB eine intra-tetramere 
kovalente Verknupfung der Hamoglobinuntereinheiten (Keipert P.E., et al. (1989): 
..Metabolism, Distribution, and Excretion of HbXL: A Nondissociation Interdime- 
rically Crosslinked Hemoglobin with Exceptional Oxygen Offloading Capability", - 
in: Chang T. M. S., Geyer R. P. (Eds.): Blood Substitutes, Marcel Dekker, New 
York 1989) und/oder eine Polymerisation des Hamoglobins zu einer starken 
Erhdhung der Verweildauer im Blut fuhrt (Chang T. M. S.(1987): ..Modified Hemo- 
globin as Red Cell Blood Substitutes". Biomater., Med Devices Artif. Organs 14: 
323 - 328; Friedman H. J., et al. (1984): Jn Vivo Evaluation of Pyridoxylated- 
Polymerized Hemoglobin Solution", Surg., Gynecol., Obstet. 159: 429 - 435). Dies 
ist eine wesentliche Voraussetzung fur die klinische Brauchbarkeit solcher 
LSsungen. 
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lm Fall der extrazelluiaren molekmoi-u.oHc.acii kiinstlichen Sauerstofftrager hat 
man jedoch bisher an einem sehr groBen Bedarfsfeld - dem chronischen 
Sauerstoffmangel - vorbeientwickelt, indem isonkotische Losungen angestrebt 
wurden. Die, wie bere'rts erwahnt, wesentlich haufiger auftretenden Folgen 
chronischer Durchblutungsstorungen lassen sich jedoch nur durch 
sauerstofftransportierende Losungen bessern, deren kolloidosmotischer Druck 
gegen den normalen (35 mbar) zu vernachlassigen ist, also nur mit Hilfe eines 
sauerstofftransportierenden Blutadditivs, gewissermaBen eines „molekularen 
Erythrozytenkonzentrats". Dies sind kunstliche Sauerstofftrager auf der Basis von 
Hamoglobin einer zweiten Generation. 

Bei den verschiedenen Ansatzen, einen kunstlichen Sauerstofftransporteur zu 
entwickeln, traten nachfolgend genannte Probleme auf: 

• ErhShung der Sauerstoff-Hamoglobin-Affinitat: der Halbsattigungsdruck (P50) 
nimmt durch die chemische Modifikation am Hamoglobinmolekul ab. Dadurch 
wird die Abgabe des Sauerstoffs an das Gewebe erschwert. Dies tritt ausge- 
pragt bei der Bindung des Hamoglobins an Dextran auf. Urn die Erhohung der 
Sauerstoffaffinitat zu vermeiden, hat man geeignete Effektoren (beispielsweise 
Pyridoxalphosphat) an die prosthetische Gruppe des Hamoglobins gebunden. 

• Oftmals verkleinert sich zugleich der sogenannte n50-Wert (HILL-lndex) als 
Ausdruck verringerter homotroper Kooperativitat (abgeschwachte S-F6rmigkeit 
der Sauerstoff-Hamoglobin-Bindungskurve), was ebenfalls die Versorgung der 
Gewebe mit Sauerstoff erschwert. Diese S-F6rmigkert der Sauerstoff- 
Hamoglobin-Bindungskurve erleichtert zugleich die Aufnahme des Sauerstoffs 
in der Lunge und dessen Abgabe an die Zellen. Fluorkarbone besitzen 
dagegen eine lineare "Sauerstoffbindungskurve" und haben daher nicht diesen 
funktionellen Vorteil. 

• Der kQnstliche Sauerstofftrager hat oftmals eine zu geringe Verweildauer im 
Organismus, die Ausscheidung der gelosten Hamoglobine erfolgt uber die 
Niere. Im Falle extrazellularer Hamoglobinlosungen als kunstliche Sauerstoff- 
trager hat man versucht, die Ausscheidung durch intermolekulare Vernetzung 
zu verhindern; jedoch bleibt trotzdem die Verweildauer der extrazellularen 
Hamoglobine kleiner als gewunscht. HSmosomen werden dagegen durch das 
Retikuloendotheliale System des Organismus aus dem Plasma entfernt. Bei- 
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spielsweise betrug die Halbwenszeix aer Kunstlichen Erythrozyten (siehe oben) 
nur 5,8 Stunden. 

• Zu groSer kolloidosmotischer Druck: Dadurch kann es zum Volumenverlust 
kommen (Voiumenmangelschock). Dieser Effekt tritt auf, wenn das Molekular- 
gewicht des kunstlichen Sauerstofftragers mit dem der Plasmaproteine 
vergleichbar ist. Auch ist man hierdurch mit der Dosierung des kunstlichen 
Sauerstofftragers nicht frei, sondern muB auf die onkotischen Verhaltnisse 
Rucksicht nehmen. 

• Das onkotische Milieu des Plasmas wird weiterhin entscheidend durch den 
sogenannte zweiten Virialkoeffizienten (A 2 -Wert) bestimmt: Dieser charakteri- 
siert die Wechselwirkung des (stets makromolekularen) Sauerstofftragers mit 
dem Losungsmittel (Wasser). Die Synthese ist so einzurichten, daS dieser 
Wert nahe null ist. 

• Zu hohe Viskositat der TrSgerlosung: Diese geht in der Regel mit einem zu 
groSen A 2 -Wert einher, und sie tritt bevorzugt auf, wenn ein Trager aus Ketten- 
molekQIen besteht Eine zu groSe Viskositat tritt dem EINSTElNschen Visko- 
sitatsgesetz gemaS nicht auf, wenn die polymeren TragermolekQIe kugelig und 
kompakt sind. 

• In vitro - Stabilitat der TragermolekQIe. Diese bezieht sich einerseits auf den 
Zerfall der Molekule und andererseits auf die oxidative Bildung von Met- 
Hamoglobin, welches keinen SauerstofT mehr zu binden vermag und schlied- 
lich auf die Viskositat durch sich langsam andernde Wechselwirkungen 
zwischen dem Trager und dem Albumin des Plasmas. 

• ObermaGige Reaktion des retikuloendothelialen Systems (RES): Haupt- 
sachlicher EinfluBfaktor ist die molekulare GroSe des kunstlichen Tragers. Es 
gibt dafur eine kritische Grenze bei rund 0,3 pm: GroSere Teilchen aktivieren 
das RES. 

• Nieren- und Leberschadigung: Ein Nierenschock tritt vor allem dann auf, wenn 
stromahaltige Hamoglobinlosung verwendet wurde. Seit man die Losungen 
ultrafiltriert, wurde eine Nierenschadigung nicht mehr beobachtet. Leber- 
schadigungen wurden mit Hilfe des Plasmatransaminase-Spiegels indiziert, sie 
beruhen vermutlich auf zellularen Membran-Wechselwirkungen: die Leber 
besitzt eine offene Strombahn (fenestrierte Kapillaren). 
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• Zu Gberprufen ist auch die Biurstiuung; es sind Storungen im Sinne einer 
F6rderung und einer Hemmung denkbar, zu achten ist insbesondere auf die 
Thrombozytenaggregation. 

• Antigene Wirkung: Dazu wurde neuerdings in Homologversuchen an Ratten 
gezeigt, daS natives Hamoglobin nicht antigen wirksam ist und daG. die 
Polymerisation mit Glutardialdehyd die Antigenitat nicht erhoht (Hertzman C. 
M., et al. (1986): „Serum Antibody Titers in Rats Receiving Repeated Small 
Subcutaneous Injection of Hemoglobin or Polyhemoglobin: A Preliminary 
Report", Int. J. Artif. Organs 9: 179 - 182). In der gleichen Arbeit wird gezeigt, 
daR natives und polymerisiertes Human-Hamoglobin bei Ratten wenig antigen 
wirkt und daS der Effekt durch die Polymerisation hSchstens geringgradig 
verstarkt wird. 

• Toxische Wirkungen lassen sich als pyrogen, vasokonstriktorisch - beispiels- 
weise an den KoronargefaSen - und endotoxisch differenzieren. Die vasokon- 
striktorische Wirkung beruht vermutlich auf dem Einfangen der Stickstoff- 
monoxid-Radikale, welche bekanntlich endogene vasodilatorische Steuer- 
substanzen sind; die vasokonstriktorische Wirkung lasst sich jedoch auch 
durch die hohe Wirksamkeit der kunstlichenTrager erklaren, indem die glatte 
Muskulatur „zu gut" mit Sauerstoff versorgt wird. 

• in vivo - Stabilitat: Zu denken ist an einen endogenen enzymatischen Abbau, 
beispielsweise durch Proteasen. 

• Oberlastung des Organismus mit Lipoiden (Emulgatoren): Diese Komplikation 
tritt bei der Anwendung mikroverkapselter Hamoglobinlosungen und 
Fluokarbonen auf; hierbei wurde an Ratten eine Komplementaktivierung Qber 
den alternativen Weg sowie eine Antikorperbildung festgestellt. 

• Vertraglichkeit der kOnstlichen Trager mit frischem menschlichen Blutplasma, 
abhangig vom pH-Wert kann es zu Fallungen kommen. 

Vermutlich wegen der hier angefiihrten Probleme steht bislang ein kunstlicher 
Sauerstofftrager fur die klinische Routineanwendung nicht zur Verfugung. 
Aus der Nennung der manigfachen Probleme geht hervor, dass es nach wie vor 
einen groBen Anforderungskatalog an einen brauchbaren kunstlichen 
Sauerstofftrager gibt. 
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In der Natur wird Sauerstoff stetb m miMUb^pischen Riesenaggregaten trans- 
portiert. Es haben sich hier zwei grundsatzlich verschiedene ^Problemlosungen" 
entwickelt. Bei hoheren Tieren (und auch beim Menschen) ist der molekuiare 
Sauerstofftrager in Zellen (in den Erythrozyten) abgepackt. Zwertens entwickelten 
sich Sauerstoff bindende Riesenmolekule, die sich nicht intrazellular, sondern 
extrazellular in einer Hamolymphe gelost finden, diese Variante trifft man vorwie- 
gend bei niederen Tieren in verschiedener Auspragung an. Anneliden besitzen 
beispielsweise hochmolekulare Hamoglobine mit einem mittleren Molekular- 
gewicht urn 3 000 000 g/Mol als Sauerstofftrager. Ferner gibt es sogenannte Ham- 
erythrine, bei welchen das Eisen, als Sauerstoffbinder, selbst direkt mit dem 
Protein molekular verknupft ist. SchlieSlich findet man die Hamocyanine mit einem 
Moiekulargewicht urn 8 000 000 g/Mol, bei welchen Kupfer das Sauerstoff 
bindende Schwermetall-lon ist, vgl. auch Barnikol W. K. R., et al. (1996): 
w Hyperpolymere Hamoglobine als kunstiiche Sauerstofftrager. Ein innovativer 
Ansatz der medizinischen Entwicklung", Therapiewoche 46: 81 1 - 815. 
Der entwicklungsgeschichtliche Obergang vom extrazellular gelosten Sauerstoff- 
trager zum Erythrozyten hat dazu gefuhrt, daS sich der Sauerstoffgehalt der 
Blutflussigkeit urn den Faktor drei erhoht: Wahrend 1 mL „Blut" des Regenwurms 
nur 3,6 pmol Sauerstoff maximal zu binden vermag, werden in dem gleichen 
Volumen des Menschenbluts bis zu 9,0 (jmol Sauerstoff gebunden. 

Der Regenwurm besitzt in seinem Blut Riesenmolekule (Erythrocruorin) als 
Sauerstofftrager mit einem Moiekulargewicht von etwa 3400000 g/mol mit rund 
200 Bindungsstellen fOr Sauerstoff. Zudem ist das Molekul sehr kompakt und 
seine Quartarstruktur hochgeordnet. Das Molekul ist so groB, daS man es mit Hilfe 
des Elektronenmikroskops direkt sichtbar machen kann. Seine Konzentration in 
der Hamolymphe betragt mindestens 6 g/dL Vermessen der Sauerstoffbindungs- 
kurve unter simulierten In-vivo-Bedingungen ergibt einen Halbsattigungsdruck 
(P50) von 9,1 Torr (Barnikol W. K. R., Burkhard O. (1987): JHighly Polymerized 
Human Haemoglobin as an Oxygen Carrying Blood Substitute", Advances in 
Experimental Medicine and Biology Volume 215: 129 - 134; Barnikol W.K.R. 
(1986): n The Influence of Glutardialdehyde on the Oxygen Cooperativity of Human 
Hemoglobin", Pfluqers Archiv 406: R 61). Dieses System versorgt also die Zellen 
des Regenwurms ausreichend mit Sauerstoff. Durch das extrem hohe 
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Molekulargewicht hat das Hamogiuum aes rcegenwurms praktisch keine kolloid- 
osmotische Wirkung mehr (nur etwa 0,4 mbar). Damit sind, wie im Blut des 
Saugers-der onkotische Druck der Erythrozyten betragt nur 10~ 7 Torr -die 
beiden Funktionen Kolloidosmolaritat und Sauerstoffbindung entkoppelt, und beide 
konnen als StellgroSen vom Organismus frei variiert werden. 
Will man das Prinzip desRegenwurm-Systems auf kunstliche Sauerstofftrager, die 
auf menschlichem oder tierischem Hamoglobin beruhen, ubertragen, so mufi das 
Hamoglobin-Molekul so verandert werden, daS es als extrazellulares 
Riesenmolekul mit vernachlassigbarem onkotischen Druck den normalen 
Sauerstofftransport der Erythrozyten zumindest zeitweilig unterstutzen kann. 
Solche kunstlichen Sauerstofftrager sind dann hochpolymerisiertes Hamoglobin, 
welches alien oben erwahnten Problematiken Rechnung tragen muS. 
Regenwurm- n Hamoglobin", welches zwar die Anforderungen an onkotischen 
Druck erfullt, wird sich zu diesem Zweck ftir den Menschen nicht verwenden 
lassen, weil es eine vermutlich zu groBe Antigenitat besitzt; zudem ist der 
Halbsattigungsdruck mit 9 Torr zu niedrig (Barnikol W. K. R. t Burkhard O. (1987): 
M Highly Polymerized Human Haemoglobin as an Oxygen Carrying Blood 
Substitute", Advances in Experimental Medicine and Biology, Volume 215: 129 - 
134; Barnikol W.K.R. (1986): „The Influence of Glutardialdehyde on the Oxygen 
Cooperativity of Human Hemoglobin", Pflugers Archiv 406: R 61). Zudem ist es 
vermutlich nicht in den erforderlichen Mengen gewinnbar. 

Bisher wurde bei der Entwicklung ktinnstlicher Sauerstofftrager deren 
Halbsattigungdruck genau auf den fur den Menschen normalen Wert von etwa 26 
Torr einzustellen versucht Tierversuche zeigen allerdings, daS ein molekular- 
disperser kunstlicher Sauerstofftrager mit einem Halbsattigungsdruck von etwa 15 
Torr Organe am besten oxygeniert (Conover et al. (1999), Art. Cells, Blood Subst, 
and Immobii Biotech. 27 93 - 107). Andererseits zeigen aber Tierversuche auch, 
daS fur eine ausreichende Sauerstoffversorgung mindestens ebenso wichtig eine 
genugend groBe Sauerstoffkapazitat des Blutes ist (Moss G. S., et al. (1984): 
^Hemoglobin Solution - From Tetramer to Polymer", - in: The Red Cell: Sixth Aven 
Arbor Conference, Alan R. Riss, New York 1984: 191 - 210). Diese hangt 
wiederum von der moglichen Konzentration des Sauerstofftragers im Plasma ab. 
Weiterhin zeigte sich hierbei, daB ein Halbsattigungsdruck von 26 Torr nicht 
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unbedingt eingehalten werden muii. vvesentiich ist vielmehr, dad ein bestimmter 
kritischer Wert nicht unterschritten werdem darf. 



Zu den Forderungen bei der Entwicklung eines kunstlichen Sauerstoffstragers 
kommt hinzu, dass ein Herstellungsverfahren moglichst einfach und damit 
wirtschaftlich sein soli, vor allem, da ab initio steril gearbeitet werden muss . Das 
Produkt soli in moglichst grofier Ausbeute erhalten werden konnen. Es sollte 
zugleich Material zur Verwendung als Blut-Addrtiv sowie solches zur Verwendung 
als Sauerstoff-transportierende Blutvolumen-Substitut wahrend der Ver- 
netzungsreaktion entstehen. 

Insbesondere ist ferner bei der Herstellung der kunstlichen Polymeren aus 
Hamoglobin durch Verknupfung der Hamoglobin-Molekule uber ihre 
Aminogruppen mittels geeigneter bifunktioneller Vernetzer darauf zu achten, dass 
sich nicht molekulare Netzwerke bilden , die unloslich sind und daher die Produkt- 
ausbeute verringern. Daher ist das Entstehen der sogenannten sogenannte 
Perkolations-Verteilung des Molekulargewichts zu verhindem: 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, hypo-onkotische kunstliche 
SauerstofftrSger aus vernetztem Hamoglobin, die optimierte gute funktionelle 
Eigenschaften, insbesondere der Charakteristik der Sauerstoffbindung, besitzen 
und die geeignet sind als Pharmazeutikum im Menschen angewendet zu werden, 
in einem technisch einfachen Prozess in groBer Ausbeute herstellen zu konnen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaS, wie nachfolgend beschrieben, gelost. Das 
fundamental Problem der Entstehung einer Perkolationsverteilung der 
Multimerisationsgrade und Molekulargewichte durch die Vernetzung der polyfunk- 
tionellen Hamoglobine mit dem bifunktionellen Vernetzer Glutardialdehyd konnte 
Oberraschenderweise dadurch beseitigt werden, indem wShrend der Vernetzung 
das Volumen des Reaktionsgemisches sehr stark (insgesamt 2- bis 10-fach) 
vergroSert wird. und zwar, indem zunachst zugleich der Vernetzer in verdiinnter 
Losung zugegeben und anschlieSend zusatzlich mit Wasser verdunnt wird. 
Dadurch entstehen vernetzte Hamoglobine mit hohem Vernetzungsgrad in groSer 
Ausbeute, ohne dass eine Perkolationsverteilung der Molekulargewichte unter 
Bildung unloslicher molekularer Netzwerke entsteht. Das Rohprodukt der 
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Vernetzung zeichnet sich vielmehr aurcn eine Destimmte gewunschte (ungefahre) 
Obergrenze des Molekulargewichtsbereichs aus. Man erhalt im Gel- 
Chromatogramm eine sogenannte Viereck-Verteilung des Molekulargewichtes 
(vgl. Fig. 1, Fig. 2 und Fig. 3). 

Die erfindungsgemaSe Herstellung umfasst also folgende Schritte: 
In einer Eintopf-Reaktion wird Hamogiobin 

i) zunachst desoxygeniert, insbesondere durch Oberstromen mit Stickstoff; 

ii) anschlieSend kovalent mit einem chemisch reaktiven Effektor der Sauer- 
stoffbindung umgesetzt ; 

iii) dann die Losung mit einem chemisch nicht reaktiven Effektor versetzt 
und sodann 

iv) das Hamogiobin mit Glutardialdehyd, unter sehr starker Verdunnung (2- bis 
5-fach) des Volumens des Reaktionsgemisches, bei gleichzeitiger Zugabe 
des Vernetzters (in Losung)), stabil kovalent miteinander vernetzt und an- 
schlieBend das Reaktionsvolumen mit Wasser weiter erhoht (Gesamt- 
verdunnung der Losung auf das 2-10, insbesondere 2-7, besonders 5-6-fache 
an Volumen) und sodann 

v) ein Polyethylenoxid kovalent angeknupft . 

Das erhaltene Produkt kann in bekannter Weise aufgearbeitet werden. 

Bevorzugt stammt das Ausgangshamoglobin vom Schwein oder vom Menschen, 
ganz besonders bevorzugt vom Schwein, besonders vom Hausschwein. 

Insbesondere wird erfindungsgemaB in Schritt iii) Glutardialdehyd in einer sehr 
stark verdunnten Losung zeitgesteuert zugegeben. Bevorzugt erfolgt anschlieSend 
eine weitere Verdunnung und Erhohung des Reaktionsvolumens mit Wasser, so 
dass die obengenannte GesamtverdQnnung erzielt wird. 

Dabei ist bevorzugt, dass in Schritt iv) Glutardialdehyd in einer molaren Menge 
von 6-10, insbesondere 7-9 mol/mol, bezogen auf monomeres Hamogiobin, 
gelost in 1-4, bevorzugt 1-2, insbesondere 1,5-2, ganz besonders bevorzugt 1,7- 
1,9 L Wasser, pro Liter ursprunglicher Reaktionslosung zugesetzt wird. 
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Dieser Zusatz erfolgt ze'rtgesteuert zwischen etwa 3 und 15, bevorzugt 3-10, 
insbesondere 4-6 Minuten. 

AnschlieBend reagiert die Losung zwischen 1 und 6 Stunden. 

Es ist ferner bevorzugt, dass der das Hamoglobin enthaltenden Losung vor der 
Umsetzung gemass dem Schritt ii) 2-8, insbesondere 3-6, ganz besonders 
bevorzugt 3-4 Mol Natriumascorbat pro Mol unvernetztes Hamoglobin, 
zugegeben wird. Diese Umsetzung erfolgt uber 0,5-6 Stunden, insbesondere 70- 
120 Minuten. 

Ferner wird bevorzugt in Schritt ii) als Effektor Pyridoxai-5-phosphat in einem 
molaren Verhaltnis, bezogen auf monomeres Hamoglobin, von 0,5 bis 3, 
bevorzugt 1 bis 2,5 mol/mo! kovalent uber einen Zeitraum von 0,5-20, 
insbesondere 1-7 Stunden angebunden.. 

ErfindungsgemaS weiterhin vorteilhaft und bevorzugt ist es, dass in Schritt ii) 
sowie in Schritt iv) nach der kovalenten Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat 
sowie von Glutardialdehyd jeweils reduktives Natriumborhydrid hinzugesetzt wird. 

Dies wird insbesondere in Schritt ii) in einer Menge von 1-9, bevorzugt 1-5, 
insbesondere 1-2,5 mol/mol z.B. fur 30 bis 90 min., und in Schritt iv) in einer 
Menge von 5-20, insbesondere 6,-12 mol/mol, jeweils bezogen auf monomeres 
Hamoglobin, fur 15 bis 100 min. zugesetzt. 

Besonders bevorzugt wird in Schritt iii) als chemisch nicht reaktiver Effektor 2,3- 
Bisphosphoglyzerat in einer Menge von 0,5-6, insbesondere 1-4 mol/mol, bezogen 
auf monomeres Hamoglobin, zugesetzt und etwa 5-50 Minuten, insbesondere 10- 
20 und ganz besonders 15 Minuten danach Glutardialdehyd zugesetzt. 

Als Polyethylenoxid wird bevorzugt ein Polyethylenglykol-Ether z.B. mit einem C1- 
C5-Alkylrest wie Methyl, Ethyl Butyl, mit einem Molekulargewicht von 500 bis 3000 
g/Mol angeknupft, insbesondere ein Methoxy-Polyethylenglykol-Derivat mit einem 
Molekulargewicht von 1500-2500 g/Mol, insbesondere 2000 g/mol, wie insbe- 
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sondere Methoxy-Polyethylenglykol-Succinimidyl-propionat-, in Mengen von 2-12, 
insbesondere 3-8 mol/mol Hamoglobin. Andere Derivatisierungsprodukte sind 
Methoxy-Polyethylenglykol-Succinimidyl-Succinamid und Methoxy-Polyethylen- 
glykol-Succinimidyl-Oxyacetat. 

Die Anknupfung von Polyalkylenoxid an nicht vemetzte Hamoglobine ist beschrie- 
ben in US A-4 179 337, US 5 478 805, US 5 386 014, EP-A 0 206 448, EP-A 
0 067 029, DE-OS 3 026 398. 

Die Umsetzung erfolgt vorzugsweise Gber 1-4, insbesondere 2-3Stunden. 

Es ist ferner vorteilhaft, dass alle Hersteliungsreaktionen in insbesondere durch 
Tonometrie mit sauerstofffreien Gasen vom Sauerstoff befreiten Losungen 
erfolgen. Das verwendete Verfahren ist beschrieben in: Potzschke H.: Hyperpoly- 
mere des menschlichen Hamoglobins: Entwicklung praparativer Verfahren zu ihrer 
Synthese, Validierung analytischer Methoden und Gerate zu ihrer Charakteri- 
sierung, Dissertation, Medizinische Fakultat, Universitat Wien, 1997. 

Das erhaltene Produkt kann auf Ubliche Weise, wie nachfolgend geschildert, 
aufgearbeitet werden. Es weist insbesondere eine Verteilung der. 
Molekulargewichte von 50 000 bis zu 5 000 000 auf, gegebenenfalls bis zu 
10 000 000 g/Mol oder mehr. 

Bevorzugt kann das erhaltene Prod.ukt durch eine praparative stoff- 
trennende Methode, wie beispielsweise eine praparative Volumenausschluss- 
Chromatographie, eine Ultrafiltration, eine fraktionierte Fallung, z.B. mit 
Polyalkylenoxiden oder Salzen wie Ammoniumsulfat als Fallmittel, oder eine Feld- 
Fluss-Fraktionier-Methode (vgl. Curling J.M. (Hrsg.) Methods of Plasma Protein 
Fractionation, Academic Press, London u.a. 1980, sowie die Patentschriften EP-A 
0 854 151 und EP-A 95 107 280) in eine Fraktion mit groSer und eine Fraktion mit 
niederer mittlerer molekularer Masse getrennt werden. wobei bevorzugt die 
Trenngrenze bei 700 000 g/mol liegt. 
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Aus dem Produkt mit hochmolekulaiei masse uiid aus dem Produkt mlt nieder- 
molekularer Masse kann je eine pharmazeutische Zubereitung hergestellt werden, 
wobei aus dem niedermolekularen Antei! der Polymeren ein parenteraies Blut- 
substitut und aus dem hohermolekularen Anteil der Polymeren ein parenterals 
Blutadditiv erhalten wird. 

Die pH-Wert-Einstellung vor (und nach) den einzelnen Reaktionsschritent erfolgt 
vorzugsweise mit Milchsaure oder Natronlauge auf Werte zwischen 6 und 10, je 
nach Reaktionsschritt, z.B. 6,5-7,5 vor Schritt ii), anschiieSend auf 7,5-8,5 und 
nachfolgend wieder auf 6,5-7,5 vor Schritt iii), danach auf 7,5 bis 9, sowie vor 
Schritt v) auf 7,5-10. 

Die Konzentration an Hamoglobin betragt vorzugsweise 200-380 g/L, 
insbesondere 240-360 g/L, die Losung enthalt weiterhin 10 bis 150 mmol/L 
NaHC0 3 sowie 10 bis 150 mmol/L NaCI. 

Die Temperatur wahrend der "Eintopf-Reaktion" betragt 2-42°C, insbesondere 3- 
25°C, bevorzugt4-22°C. 

Der erfindungsgemafi hergestellte kunstliche Sauerstofftrager weist vorzugsweise 
einen n50-Wert (Kooperativitat) von 1,6 bis 2,5 und einen p50-Wert (Halbsatti- 
gungsdruck) von 16 bis 24 Torr auf. 

Das erfindungsgemaB erhaltene Produkt mit den genannten Charakteristiken kann 
verwendet werden zur Herstellung eines Mittels zur intravasalen oder biomedizi- 
nischen Anwendung als kunstlicher Sauerstofftrager, oder in Form einer pharma- 
zeutischen Zubereitung als ein Ersatz des Blutes (Blutsubstitut) oder als ein 
Zusatz zum Blut zur Erhohung der Sauerstofftransport-Kapazitat (Blutadditiv) oder 
zu einer Nahrlosung, im menschlichen und tierischen Organismus, in einzelnen 
Organen oder in biotechnischen Anwendungen, insbesondere zur Behandlung 
eines chronischen Sauerstoffmangels beim Menschen. 

Zur Herstellung der zu verabreichenden Produkte werden die erfindungsgemaSen 
Hamoglobin-Derivate in geeigneten Medien, wie Infusionslosungen, 
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beispielsweise in wassriger Kochsalz- Oder Glukoselosung, vorzugsweise in dem 
Blutplasma isotonischen Konzentrationen, gelost. 

Das erfindungsgemafie Verfahren beruht somit auf einzelnen aufeinander 
abgestimmten Reaktionsschritten, deren Bedeutung und Auswirkung nachfolgend 
erlautert wird. 

Als Ausgangsmaterial dient sehr reines Hamoglobin. Dieses kann nach bekannten 
Verfahren aus frischem Blut von Schlachttieren oder beispielsweise aus 
uberalterten Blutkonserven gewonnen werden. Verfahren zur Gewinnung 
gereinigten Hamoglobins sind beschrieben in: Antonini E. et al. (Hrsg.): 
Hemoglobin (Colowick S.P., Kaplan N.O. (Hrsg.): Methods in Enzymology, Volume 
76), Academic Press, New York u.a, 1981. 

Wie erwahnt, ist erfindungsgemaU wahrend der Vernetzung mit Glutardialdehyd, 
welche an sich bekannt ist, vgL DE 24 99 885, US 4 857 636, US-A 4 001 200, 
US-A 4 001 401, DE 4 49 885, US 5 439 882, EP-A 0 201 618, das Hamoglobin 
desoxygeniert (d. h. von seinem physiologischen Liganden Sauerstoff befreit), 
denn nur aus wahrend der Vernetzung desoxygeniertem Hamoglobin hergestellte 
Polymere besitzen Sauerstoffbindungseigenschaften, die einen Einsatz als 
kGnstlicher Sauerstofftrager in den gewunschten Indikationen ermoglichen. 
Vorzugsweise kann zum weiteren Schutz vor Oxidation des Hamoglobins durch 
Spuren von verbliebenem Sauerstoff dieser durch chemische Reaktion mit 
Ascorbat-lonen entfernt werden, 

Als Effektor der Sauerstoffbindung wird insbesondere PyridoxaI-5'-phosphat, in 
einer an den funktionellen Eigenschaften des Endproduktes optimierten Menge, 
kovalent an das Schweine- oder Humanhamoglobin angebunden. Diese Anbin- 
dung von Pyridoxal-5-phosphat an Hamoglobin ist prinzipiell bekannt, beispiels- 
weise beschreibt die Patentschrift EP-P 0 528 841 ein Verfahren zur Herstellung 
pyridoxilierten Hamoglobins. Die Pyridoxilierung fuhrt zu dem gewunschten 
Halbsattigungsdruck-Werten, wenn so wie erfindungsgemaS beschrieben, 
vorgegangen wird. 

Die Verknupfungsstellen (Aldimine = Schiffsche Basen) der nicht stabilen kova- 
lenten Anknupfung von Pyridoxal-5-phosphat konnen bekanntlich (s.o.) durch 
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Reduktion mit Natriumborhydrid spumed i V c» entstehen Amine) werden, wobei 
erfindungsgemaG die genannten besonderen Bedingungen eingehalten werden. 
Zum Schutz der Fahigkeit der Hamoglobinmolekule zu einer homotropen Koope- 
rativrtat der Sauerstoffbindungsstellen mit einander, die durch die Vernetzung des 
Hamoglobins mit dem Vemetzer Glutardialdehyd meist deutlich verloren geht, wird 
erfindungsgemaS vor der Vernetzung 2,3-Bisphosphoglyzerat, ein (heterotroper) 
chemisch nicht reaktiver Effektor der Sauerstoffbindung des Hamoglobins, 
zugegeben. Dieser kann somit wahrend der Vernetzung reversibel an seine 
Bindungsstelle im HamoglobinmolekOI angelagert sein. Nach der Synthese wird 
2,3-Bisphosphoglyzerat zusammen mit unverbrauchten Reaktanden sowie 
uberflussigen Reaktionsprodukten vollstandig entfemt (siehe weiter unten). 
Als bifunktioneller Vernetzer wird Glutardialdehyd unter den erfindungsgemafien 
oben angegebenen Bedingungen eingesetzt. 

Die Verknupfungsstellen (Aldimine = Schiffsche Basen) der vernetzenden moleku- 
laren Glutardialdehyd-Brucken werden wie beschrieben durch Reduktion mit 
Natriumborhydrid stabilisiert (es entstehen Amine), wobei die erfindungsgemaBen 
Bedingungen einzuhalten sind. 

Durch die Vernetzung entstehen vernetzte Hamoglobine mit einer Verteilung der 
Molekulargewichte zwischen etwa 50 000 und 5 000 000 g/mol (und grofier, z.B. 
10-15 000 000 g/mol). 

Zur Verbesserung der Vertraglichkeit mit Plasmaproteinen wird an das vernetzte 
Hamoglobin ein Polyethylenoxid (MW)-Derivat, insbesondere dasoben erwahnte 
monofunktionell aktivierte (Methoxy-) Polyethylenglykol mit einem Molekular- 
gewicht von 1500-2500 g/mol angekniipft. Die AnknOpfung von Polyethylenglykol 
(PEG), die sogenannte Pegylierung an als auch die Vernetzung von 
Hamoglolbinen ist an sich bekannt (vgl. auch E. Tsucheda (Hfsg): Blood 
Substituts: Present and Future Perspectives, Elsevier Science, Amsterdam 1998). 

Neu sind jedoch sowohl Pegylierung als auch Vernetzung von Hamoglobinen 
zusammen, sowie die Anwendung des chemisch nicht wirksamen Effektors vor 
der Vernetzung, was insbesondere zum Erhalt der Kooperativitat beitragt, als auch 
insbesondere die geschilderten Vernetzungsbedingungen. Durch die hier 
vorgenommene Pegylierung wird nunmehr die ohnehin schwache Reaktion des 
RES und auch der enzymatische Abbau durch Proteasen verhindert. 
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Die pH-Wert-Einstellung erfolgt wie ooen gescnndert. 

Durch die erhaltene Reaktionsabfolge und Bedingungen hierfur kann so zum 
einen die Entstehung einer Perkolationsverteilung verhindert werden (durch die 
erfindungsgemaSe Verdunnung), andererseits konnen auch die durch Vernetzung 
und kovalente Anbindungen an Hamoglobin z.B. von Glutardialdehyd, 
Pyridoxalphosphat und Polyethylenoxid bedingten unerwunschten Anderungen 
der Sauerstoffaffinitat und Kooperativitat vermieden werden und insbesondere 
auch eine hohe Plasmavertraglichkeit erzielt werden. 

Alle Reaktionsschritte tragen zusammen zu diesen besonderen Eigenschaften des 
erfindungsgemaS hergestellten Produktes bei. 

Die weitere Aufarbeitung liegt im Rahmen der Kenntnis des Fachmannes: 
Unlosliche Bestandteile konnen durch Zentrifugation (beispielsweise fOr 20 
Minuten mit einer reiativen Zentrifugalbeschleunigung von 20000 g) abgetrennt 
werden. 

Die vernetzten Hamoglobine werden durch einen (bekannten) praparativen 
Verfahrensschritt, beispielsweise durch eine Volumenausschluss-Chromato- 
graphie Oder eine Ultrafiltration, eine fraktionierte Fallung oder eine Feld-Fluss- 
Fraktionierung, in einen nieder- und einen hoher molekularen Anteil aufgetrennt. 
Bei Wahl geeigneter Methoden (besonders wichtig sind beispielsweise die 
Nominelle Molekulargewichts-Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembrane oder der 
Molekulargewichts-Trennbereich des verwendeten Gels) werden dabei zugleich 
alle unverbrauchten Reaktanden sowie unerwunschte Reaktionsprodukte entfernt. 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung ist anhand des 
nachfolgenden Herstellungsbeispiels naher erlautert: 

Gereinigtes Schweine- oder Humanhamoglobin mit einer Konzentration zwischen 
200 und 380 g/L, bevorzugt zwischen 240 und 360 g/L, ist in einem wassrigen 
Elektrolyten gelost. Dieser enthalt Natriumhydrogenkarbonat mit einer 
Konzentration zwischen 10 und 150 mmol/L, bevorzugt zwischen 40 und 60 
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mmol/L, sowie Natriumchlorid mit einer i\onzentration zwischen 10 und 150 

mmol/L, bevorzugt zwischen 50 und 100 mmol/L 

Die Temperatur betragt von 2 bis 42 °C, bevorzugt zwischen 3 und 25 °C. 

Diese Hamoglobinlosung wird geruhrt, durch Oberstromen reinen Stickstoffs 

erfolgt eine Desoxygenierung des Hamoglobins. 

Zu dieser Losung werden 2 bis 8, bevorzugt 3 bis 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1- 

molare Losung in Wasser) pro Mol Hamoglobin zugegeben und zwischen 0,5 und 

6 h, bevorzugt zwischen 70 und 120 Minuten, reagieren lassen. 

Der pH-Wert der Losung wird nun mit Milchsaure oder Natronlauge (einer 

Konzentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf 

einen Wert zwischen 6,5 und 7,5, bevorzugt zwischen 6,9 und 7,3 titriert. 

Nun werden 0,5 bis 3,0, bevorzugt 1,0 bis 2,5 mol Pyridoxal-5-Phosphat je Mol 

Hamoglobin zugegeben und zwischen 0,5 und 20, bevorzugt zwischen 1 und 7 h, 

reagieren lassen. 

Der pH-Wert wird mit Natronlauge oder Milchsaure (einer Konzentration zwischen 
0,1 und 1, bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwischen 7,5 
und 8,5, bevorzugt zwischen 7,7 und 8,2, eingestellt 

Jetzt werden 1,0 bis 9,0, bevorzugt etwa 1,0 bis 2,5 Mol Natriumborhydrid (als 1- 

molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) zugegeben und zwischen 30 und 90, 

bevorzugt zwischen 50 und 70 Minuten, reagieren lassen. 

Der pH-Wert der Losung wird mit Milchsaure oder Natronlauge (einer 

Konzentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf 

einen Wert zwischen 6,5 und 7,5, bevorzugt zwischen 6,9 und 7,5 titriert. 

Nun werden 0,5 bis 6,0, bevorzugt 1,0 bis 4,0 Mol 2,3-Bisphosphoglyzerat je Mol 

Hamoglobin zugegeben und zwischen 5 und 50, vorzugsweise zwischen 10 und 

20 Minuten, reagieren lassen. 

AnschlieSend erfolgt die kontrollierte zeitgesteuerte Zugabe des bifunktionellen 
Vernetzers, es werden zwischen 6 und 10, bevorzugt zwischen 7 und 9 Mol 
Glutardialdehyd je Mol Hamoglobin, gelost in 1-4, bevorzugt in 1,5 bis 2 L Wasser 
je Liter Hamoglobinlosung, innerhalb 3 bis 10, bevorzugt innerhalb 4 bis 6 Minuten 
zugegeben und zwischen 1 und 6, bevorzugt zwischen 2 und 3 h, reagieren 
lassen. 
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Der pH-Wert wird mit Natronlauge oaer Miicnsaure (einer Konzentration zwischen 
0,1 und 1, bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwischen 7,5 
und 9,0, bevorzugt zwischen 7,6 und 8,8, eingestellt. 

Es werden 5 bis 20, bevorzugt 6 bis 12 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare 
Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin zugegeben und zwischen 
15 und 100, bevorzugt zwischen 30 und 80 Minuten, reagieren lassen. 
Dann erfolgt eine Zugabe von 0 bis 4, bevorzugt zwischen 0,5 und 3 L Wasser je 
Liter der ursprunglichen Hamoglobinlosung. 

Der pH-Wert wird, falls erforderlich, mit Natronlauge oder Milchsaure (einer Kon- 
zentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen 
Wert zwischen 7,5 und 10, bevorzugt zwischen 8 und 9, eingestellt. 
Nun werden je Mol monomeren Hamoglobins zwischen 2 und 12, bevorzugt 
zwischen 3 und 8 mol eines aktiyierten Pplyethylenoxid-Derivat, bevorzugt 
Methoxy-Succinimidylpropionat-Polyethylenglykol, mit einem Molekulargewicht 
zwischen 500 und 3000, bevorzugt 1000 und 2500 g/Mol, insbesondere 2000 
g/Mol zugegeben. 

AnschlieBend wird, bei weiterem ROhren der Hamoglobinlosung, die Stickstoff- 
atmosphare fur 1 bis 3 Stunden durch reinen Sauerstoff ersetzt und das 
Hamoglobin so zugig oxygeniert 
Die Aufarbeitung erfolgt wie oben geschildert. 

Die Vorteile des erfindungsgemaSen Verfahrens lassen sich somit wie folgt 
zusammenfassen: 

Durch die erfindungsgemaBe Reaktionsabfolge, insbesondere die Reaktionsvolu- 
menerhohung in Schritt iv) des Verfahrens, wird ein Produkt erhalten, welches 
vollstandig zur Herstellung kunstlicher Sauerstofftrager verwendet werden kann , 
und zwar je etwa halftig als Blut-Additiv (die Fraktion mit den vernetzten 
Hamoglobine hoherer Polymerisationsgrade: Fraktion I) und als Blutvolumen- 
Substitut (Fraktion II, mit den nieder-molekularen Anteilen). Die Trennung kann in 
einfacher Weise mit bekanntem Verfahren erfolgen, einige mogliche Methoden 
sind beispielsweise in den Patentschriften EP-A 95 107 280 und EP-A 97 100 790 
angefuhrt Die Polymeren der Fraktion I, vorzugsweise bis zu einem 
Molekulargewicht von grofter 700 000 g/Mol sind so hinreichend molekular 
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einhe'rtlich, dass sie in der wunschenswerten therapeutischen Plasma- 
konzentration einen ausreichend geringen kolloidosmotischen Druck besitzen. 
Durch diese Molekuiareinhe'rtlichkeit wird zugleich ein kieiner Virialkoeffizient, wie 
auch eine geringe Viskositat erreicht. Die Vertraglichkeit mit den Proteinen des 
Blutplasmas, ausreichend groSe Immunvertraglichkeit und intravasale 
Verweildauer, wie auch eine ausreichend geringe vasokonstriktorische 
Nebenwirkungen, d. h. eine geringe Extravasation, der Polymeren der 
Molekulfraktion I wird durch eine kovalente Anknupfung von Polyalkylenoxiden 
erzielt. Daruberhinaus wird der Forderung nach Einfachheit und Wirtschaftiichkeit 
bei diesem neuen Verfahren in entscheidender Weise insofern Rechnung 
getragen, als die gesamte Herstellung in einem einzigem GefaS stattfindet 
(sogenannte Eintopf-Herstellung) und hohe Ausbeuten von uber 70% erzielt 
werden, wobei die Ausbeute an Polymeren mit einem Molekulargewicht von uber 
700 000 g/mol mehr als 15 % betragt 

Das Herstellungsverfahren ermoglicht die Preparation modifizierter und vernetzter 
Hamoglobine in wenigen Verfahrensschritten. Die gewahlten Verfahrensparameter 
fuhren dabei zu einer definierten Verteilung modifizierter Hamoglobin-Polymeren, 
die als kGnstliche Sauerstofftrager geeignet auch den physiologischen 
Gegebenheiten im Blutserum Rechnung tragi 

Weiterhin ist die Kooperativitat des unvernetzten Hamoglobins im vernetzten 
Produkt weitgehend erhalten und der Halbsattigungsdruck geeignet justierbar. 

Die erfindungsgemaS hergestellten kunstlichen Sauerstofftrager aus vernetztem 
Hamoglobin sind bei parenteraler Applikation plasmavertraglich, und konnen 
klinisch wie geschildert angewendet werden . 

Die Erfindung wird anhand derfolgenden Beispiele naher erlautert. 
Dabei zeigen die Figuren 1-3 folgendes: 



Figur 1: Eine massen-gewichtete Verteilung der MolekulgroSen und Molekular- 
gewichte (M) des Schweinehamoglobin-Polymeren aus Beispiel 1, dargestellt als 
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Volumenausschluss-Chromatogramm (erhalten mit Sephacryl S-400 HR - Gel, 
Pharmacia, Freiburg, D). £425™ ist die Extinktion im Chromatographie-Eluat bei 
425 nm. Eingezeichnet sind die Abszisssenwerte 700 000 und 5 000 000 g/Mol. 

Fiqur 2: Chromatogramm fur Anwendungsbeispiei 2, Ertauterungen vgl. Fig. 1 

Fiqur 3: Chromatogramm fur Anwendungbeisiel 3, Erlauterungen vgl. Fig. 1 

Ferner wurden folgende Bestimmungsmethoden angewendet: 



1. Hamoqlobinqehalte wurden fotometrisch mit der modifizierten 
Cyanhamiglobin-Methode nach Drabkin ( „Hamoglobin-Farbtest MRP 3 U , Boeh- 
rimger Mannheim, D), 

2. pH-Werte wurden potentiometrisch (pH-Glaselektrode) mit einem Blutgas- 
analysator („ABL 5", Radiometer, Willich, D) gemessen. 

3. Bestimmungen der Molekularqewichtsverteilunq der vernetzten Hamoqlobine 
erfolgten durch Volumenausschluss-Chromatografie (gemaS: Potzschke H. et al. 
(1996): M Vernetzte globulare Proteine - eine neue Klasse halbsynthetischer 
polymerer Molekule: Charakterisierung ihrer Struktur in Losung am Beispiel 
hyperpolymeren Hamoglobins und Myoglobins mittels Volumenausschluss- 
Chromatographie, Viskosimetrie, Osmometrie und Lichtstreuung", Macromolecular 
Chemistry and Physics 197, 1419 - 1437, sowie Potzschke H. et al. (1996): M Ein 
neuartiges Verfahren zur Bestimmung Molarer Massen breit verteilter Polymerer 
mit Hilfe der Gel-Chromatographie und der Viskosimetrie am Beispiel Hamoglobin- 
Hyperpolymerer", Macromolecular Chemistry and Physics 197, 3229 - 3250) am 
Gei „Sephacryl S-400 HR" (Pharmacia Biotech, Freiburg, D). 

4. Bestimmungen der Charakteristik der Sauerstoffbindunq durch Hamoglobine 
erfolgte mittels einer eigenen Methode und Apparatur (wie beschrieben in: 
Barnikol W. K. R. et al. (1978): „Eine verbesserte Modifikation der Mikromethode 
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nach Niesel und Thews zur Messung von OrHb-Bindungskurven in Vollblut und 
konzentrierten Hb-Losungen", Respiration 36, 86 - 95). 

5. Die Untersuchung der Plasmavertraqlichkeit vernetzter Hamoolobine erfolgte 
mittels eines standardisierten in vitro - Fallungstests (Domack U. (1997), „Entwick- 
lung und in vivo - Evaluation eines kunstlichen Sauerstofftragers auf Basis von 
Rinderhamoglobin", Dissertation, Fachbereich Chemie, Johannes Gutenberg- 
Universitat, Mainz 1997): Hamoglobinlosungen (Hamoglobingehalte etwa 30 g/L, 
in einem wassrigen Elektrolyten (StLg) der Zusammensetzung 125 mM NaCI, 
4,5 mM KCI und 3 mM NaN 3 ) wurden mit gleichen Mengen frisch gewonnenen, 
steril filtrierten menschlichen Plasmas gemischt und anschlieBend zu jeweils 
500 pL der Mischung bis zu 20 pL 0,5-molare Milchsaure zugesetzt und 
eingemischt, so dass sich fur jedes zu.untersuchende Hamoglobin-Derivat jeweils 
pH-Werte aus einem Bereich zwischen etwa 7,4 bis 6,8 ergaben. Nach einer Inku- 
bation von 30 Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugation der Proben erfolgte 
die Bestimmung des Hamoglobingehaltes als MaS fur das nicht ausgefailte Hamo- 
globin sowie des zugehorigen pH-Wertes im Oberstand, sowie die subjektiv- 
optische Kontrolle auf ungefarbte Ausfallungen von Plasmaproteinen. 

Ausfuhrunqsbeispiel 1: 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und molekular 
modifizierten Schweinehamoglobins bei 4 °C gemass dem allgemeinen 
Herstellungsverfahren 

Hochreines Schweinehamoglobin, in einer Konzentration von 330 g/L gelOst in 
einem wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 50 mM NaHC0 3 und 100 
mM NaCI, wurde bei 4 °C durch Ruhren der Losung unter standig erneuertem, 
reinen Stickstoff uber der Losung desoxygeniert. AnschlieSend wurden 4 mol 
Natrium-Ascorbat (als 1-molare Losung in Wasser) pro Mol (monomeren) 
Hamoglobins zugegeben und 6 h reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5- 
molarer Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 titriert, 1,1 Mol Pyridoxal-5'- 
Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und fur 16 h reagieren lassen. Nun 
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wurde mit 0,5-molarer Natroniauge em pH-Wert von 7,8 eingestelit, 1,1 Mol 
Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natroniauge) zugegeben 
und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt wurde mit 0,5-molarer Milchsaure ein 
pH von .7,3 eingestelit, zunachst 1,1 Mol 2,3-Bisphosphoglyzerat pro Mol 
Hamoglobin und nach 15 min Reaktionszeit 8 Mol Glutardialdehyd je Mol 
Hamoglobin, gelost in 1,8 L reinem Wasser je Liter Hamoglobinlosung zur 
Vernetzung des Hamoglobins innerhalb 5 Minuten zugegeben und 2,5 h reagieren 
lassen. Nach Titration mit 0,5-molarer Natroniauge auf einen pH-Wert von 7,8 
folgte eine Zugabe von 15 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01- 
molarer Natroniauge) je Mol Hamoglobin fur 1 h. Es erfolgte eine Zugabe von 2 
Liter Wasser jeLiter ursprunglicher Hamoglobinlosung. Der pH-Wert betrug dann 
9,3, und es folgte direkt eine Zugabe von 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat- 
Polyethylenglykol des Molekulargewichts 2000 g/Mol fur 2 h. Die Stickstoff- 
atmosphare uber der Losung wurde durch reinen Sauerstoff ersetzt. 
Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation (20000 g fur 15 min) 
abgetrennt. AnschlieSend erfolgte ein Wechsel des Elektrolyten durch eine 
Volumenausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25 - Gel, Pharmacia, D) zu. 
einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zusammensetzung 125 mM NaCI, 4,5 mM 
KCI und 20 mM NaHC0 3 . 

Die Ausbeute betrug 77 %; die Ausbeute fur Molekulargewicht groBer 700 000 
g/Mol ist 28 %. 

Fig. 1 zeigt eine Darstellung der Verteilung der Molaren Massen der erhaltenen 
Hamoglobin-Polymere in Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. 
Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbindung unter physiologischen 
Bedingungen (eine Temperatur von 37 °C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 
Torr und ein pH-Wert von 7,4) ergaben fur das Produkt einen p50-Wert von 22 
Torr und einen n50-Wert von 1 ,95. 

Im „Fallungstesf zeigte das vernetzte Schweinehamoglobin im pH-Bereich von 
7,4 bis 6,8 keinerlei Wechselwirkungen mit menschlichem Plasma, insbesondere 
keine nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglobins, noch von 
Plasmaproteinen. 
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AusfOhrunqsbeispiel 2: 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und molekular 
modifizierten Schweinehamoglobins bei Raumtemperatur gemass dem 
allgemeinen Herstellungsverfahren 

Hochreines Schweinehamoglobin, in einer Konzentration von 330 g/L gelost in 
einem wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 50 mM NaHC0 3 und 100 
mM NaCI, wurde bei 22 °C durch Riihren der Losung unter standig erneuertem, 
reinen Stickstoff desoxygeniert. AnschlieBend wurden 4 mol Natrium-Ascorbat (als 
1-molare Losung in Wasser) pro Mol (monomeren) Hemoglobins zugegeben und 
90 min reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5-molarer Milchsaure auf einen 
pH-Wert von 7,1 titriert, 1,1 mol Pyridoxal-5'-Phosphat je Mol Hamoglobin 
zugegeben und fur 2 h reagieren lassen. Nun wurde mit 0,5-molarer Natronlauge 
ein pH-Wert von 7,8 eingestellt, 1,5 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare LOsung in 
0,01-molarer Natronlauge) zugegeben und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt. 
wurde mit 0,5-molarer Milchsaure ein pH von 7,3 eingestellt, zunachst 1,5 mol 2,3- 
Bisphosphoglyzerat pro Mol Hamoglobin und nach 15 min Reaktionszeit 9 Mol 
Glutardialdehyd je Mol Hamoglobin, gelost in 1,8 L reinem Wasser je Liter 
Hamoglobinlosung zur Vernetzung des Hamoglobins innerhalb 5 Minuten 
zugegeben und 1 h reagieren lassen. Nach Titration mit 0,5-molarer Natronlauge 
auf einen pH-Wert von 7,8 folgte eine Zugabe von 10 Mol Natriumborhydrid (als 1- 
molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin fur 0,5 h. Der pH- 
Wert betrug 8,7 und es folgte direkt eine Zugabe von 8 Mol Methoxy- 
Succinimidylpropionat-Polyethylenglykol des Molekulargewichts 1000 g/Mol fur 1 
h. Die Stickstoffatmosphare wurde durch reinen Sauerstoff ersetzt. 
Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation (10 min mit 20000 
g) abgetrennt. AnschlieBend erfolgte ein Wechsel des Elektrolyten durch eine 
Volumenausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25 - Gel, Pharmacia, D) zu 
einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zusammensetzung 125 mM NaCI, 4,5 mM 
KCI und 20 mM NaHC0 3 . 

Die Ausbeute betrug 79 %; die Ausbeute fur Molekulargewichte groBer als 
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Fig. 2 zeigt eine Darstellung der Verteilung der Molaren Massen der erhaltenen 
Hamoglobin-Polymere in Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. 
Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbindung unter physiologischen 
Bedingungen (eine Temperatur von 37 °C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 
Torr und ein pH-Wert von 7,4) ergaben fur das Produkt einen p50-Wert von 22 
Torr und einen n50-Wert von 1,6. 

Im „FalIungstest" zeigte das vernetzte Schweinehamoglobin im physiologisch und 
pathophysiologisch interessanten pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wechsel- 
wirkungen mit menschiichem Plasma, insbesondere keine nachweisbaren 
Fallungen, weder des Hamoglobins, noch von Piasmaproteinen. 



Anwendunasbeispiel 3: 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und molekular 
modifizierten menschiichen Hamoglobins (bei 4°C) gemass dem allgemeinen 
Herstellungsverfahren 

Hochreines Humanhamoglobin, in einer Konzentration von 330 g/L geiost in einem 
wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 50 mM NaHC0 3 und 100 mM NaCI, 
wurde bei 4 °C durch Ruhren der Losung unter standig erneuertem, reinen 
Stickstoff desoxygeniert. AnschlieBend wurden 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1- 
molare Losung in Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglobins zugegeben und 3 h 
reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5-molarer Milchsaure auf einen pH-Wert 
von 7,1 titriert, 1,1 mol PyridoxaI-5-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und 
fur 16 h reagieren lassen. Nun wurde mit 0,5-molarer Natronlauge ein pH-Wert 
von 7,8 eingestellt, 1,5 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer 
Natronlauge) zugegeben und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt wurde mit 
0,5-molarer Milchsaure ein pH von 7,3 eingestellt, zunachst 1,5 mol 2,3- 
Bisphosphoglyzerat pro Mol Hamoglobin und nach 15 min Reaktionszeit 9 mol 
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Glutardialdehyd je Mol Hamoglouin, geiusc in 1,8 L reinem Wasser je Liter 
Hamoglobinlosung zur Vemetzung des Hamoglobins innerhalb 5 Minuten gleich- 
maBig zugegeben und 2,5 h reagieren lassen. Nach Titration mit 0,5-mo!arer 
Natronlauge auf einen pH-Wert von 8,0 folgte eine Zugabe von 10 Mol Natrium- 
borhydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin 
fur 1 h.Dann erfolgt eine Zugabe von Wasser, 2 L pro Liter ursprungliche 
Hamoglobinlosung. Der pH-Wert betrug dann 8,6 und es folgte direkt eine Zugabe 
von 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat-Polyethylenglykol des Molekularge- 
wichts 2000 g/mol fur 2 h. Die Stickstoffatmosphare wurde durch reinen Sauerstoff 
ersetzt. Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteiie durch Zentrifugation (10 min mit 
20000 g) abgetrennt. Anschlie&end erfolgte ein Wechsel des Elektrolyten durch 
eine Volumenausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25 - Gel, Pharmacia, D) 
zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zusammensetzung 125 mM NaCI, 4,5 
mM KCI und 20 mM NaHC0 3 . 

Fig. 3 zeigt eine Darstellung der Verteilung der Molaren Massen der erhaltenen 
Hamoglobin-Polymere in Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. 
Die Gesamtausbeute betrug 75 %; die Ausbeute an Polymerem mit einem 
Molekulargewicht groSer als 700 000 g/Mol betrug 17 %. 

Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbindung unter physiologischen 
Bedingungen (eine Temperatur von 37 °C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 
Torr und ein pH-Wert von 7,4) ergaben fQr das Produkt einen p5Q-Wert (als Mad 
einer mittleren Sauerstoffaffinitat) yon 21 Torr und einen n50-Wert (eine mittlere 
scheinbare Kooperativitat der Sauerstoffbindungsstellen) von 1,74. 
Im „Fallungstest u zeigte das vernetzte Schweinehamoglobin im physiologisch und 
pathophysiologisch interessanten pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wechsel- 
wirkungen mit den Proteinen menschlichen Plasmas, insbesondere keine 
nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglobins, noch von Plasmaproteinen. 
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Anspruche 

1 Verfahren zur technisch einfachen Herstellung kunstlicher Sauerstofftrager 
aus vernetztem Hamoglobin mit verbesserten funktionellen Eigenschaften in 
groSer Ausbeute, dadurch gekennzeichnet, 
dass Hamoglobin 

i) zunachst desoxygeniert wird; 

ii) anschlieSend kovalent mit einem chemisch reaktiven Effektor der Sauer 
stoffbindung umgesetzt wird; 

iii) dann die Losung mit einem chemisch nicht reaktiven Effektor versetzt 
wird; und sodann 

iv) das Hamoglobin mit Glutardialdehyd.unter sehr starker Verdunnung des 
Volumens des Reaktionsgemisches bei gleichzeitiger Zugabe des Ver- 
netzers, stabil kovalent miteinander vernetzt wird und anschlieSend die 
Losung erneut mit Wasser verdunnt wird, und sodann 

v) ein Polyethylenoxid kovalent angeknupft wird 

vi) das erhaltene Produkt in bekannter Weise aufgearbeitet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin 
vom Schwein oder vom Menschen stammt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass Schweinehamo- 
globin als Ausgangsmaterial dient. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
in Schritt iv) Glutardialdehyd in einer sehr stark verdunnten Losung 
zeitgesteuert zugegeben wird und so das Volumen des Reaktionsgemisches 
und die Hamoglobinkonzentration wahrend der Polymerisationsreaktion 
gleichzeitig gegensinnig variiert werden, und anschlieSend die Losung 
verdunnt wird. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
wahrend des Schrittes iv) das Volumen des Reaktionsgemisches insgesamt 
urn einen Faktor 2 bis 1 0 zunimmt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt iv) 
Glutardialdehyd in einer Menge von 6-10 mol/mol, bezogen auf monomeres 
Hamoglobin, gelost in 1-2 L Wasser je Liter ursprunglicher Reaktionslosung, 
innerhalb von 3-15 Minuten zugsetzt wird und weitere 1-6 Stunden reagiert. 



7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
der das Hamoglobin enthaltenden Losung vor der Umsetzung gemaG dem 
Schritt ii) 2-8 Mol Natriumsascorbat pro Mol unvernetztes Hamoglobin fur 0,5- 
6 Stunden zugegeben wird. 



8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
in Schritt ii) als Effektor Pyridoxal-5'-phosphat in einem molaren Verhaltnis, 
bezogen auf monomeres Hamoglobin, von 0,5 bis 3, bevorzugt 1 bis 2,5 
mol/mol, innerhalb von 0,5 bis 20 Stunden kovalent angebunden wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt ii) sowie 
in Schritt iv) nach der kovalenten Anbindung von Pyridoxal-5'-phosphat an 
Hamoglobin sowie nach kovalenter VerknOpfung des Hamoglobins mit 
Glutardialdehyd jeweils reduktives Natriumborhydrid hinzugesetzt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass reduktives Na- 
triumborhydrid in Schritt ii) in einer relativen Menge von 1-9 mol/mol und in 
Schritt iv) von 5-20 mol/mol, jeweils bezogen auf monomeres Hamoglobin, fQr 
30 bis 90 min. bzw. fOr 15 bis 100 min. zugesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
in Schritt iii) 2,3-Bisphosphoglyzerat in einer relativen Menge von 0,5-6 
mol/mol, bezogen auf monomeres Hamoglobin, zugesetzt wird und 5-50 
Minuten danach Schritt iv) eingeleitet wird. 
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12. Verfahren nach einem derAnsprQche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet,. dass 
in Schritt v) ein Polyethylenglykol-Ether mit einem Molekulargewicht von 500 
bis 3000 g/mol angeknOpft wird 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass als Polyethylen- 
glykol-Ether ein Methoxy-Polyethylenglykol-Derivat mit einem Molekular- 
gewicht von 1 500-2500 g/mol angeknOpft wird. 

14. Verfahren nach einem derAnsprQche 1-13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Herstellungsreaktionen in durch Tonometrie mit sauerstofffreien Gasen vom 
Sauerstoff befreiten Losungen erfolgen 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1-13, dadurch gekennzeichnet, dass 
samtliche Verfahrensschritte in einem einzigen GefaH nacheinander durch- 
fuhrbar sind. 

16. Verfahren nach einem derAnsprQche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein Produkt erhalten wird, das eine Verteilung der Molekulargewichte von 50 
000 bis zu 5 000 000 g/Mol aufweist. 

17. Verfahren nach einem derAnsprQche 1-16, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Gesamtausbeute Qber 70 % und die Ausbeute an Polymeren mit einem 
Molekulargewicht Qber 700 OOO.g/mol mehr als 15 % betragt. 

18. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1-17, dadurch gekennzeichnet, dass 
das erhaltene Produkt durch ein praparatives Trennverfahren in eine Fraktion 
mit grofcer mittlerer molarer und eine Fraktion mit niederer mittlerer 
molekularer Masse getrennt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass aus dem Produkt 
mit hohermolekularer Masse und aus dem Produkt mit niederer molekularer 
Masse je eine pharmazeutische Zubereitung hergestellt wird. 
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20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass aus dem nieder- 
molekularen Anteil der Polymeren ein parenterals Blutsubstrtut hergestellt 
wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass aus dem 
hohermolekularen Anteil der Polymeren ein parenterals Blutadditiv hergestellt 
wird. 

22. Kunstlicher Sauerstofftrager, hergestellt nach dem Verfahren gemass einem 
der Anspruche 1-21. 

23. Kunstlicher Sauerstofftrager gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Trager einen n50-Wert von 1,6 bis 2,5 und einen p50-Wert von 16 
bis 24 Torr aufweist. 

24. Verwendung von vernetztem Hamoglobin gemass Anspruch 22 oder 23, oder, 
hergestellt nach dem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 22 zur 
Herstellung eines Mittels zur intravasalen oder biomedizinischen Anwendung 
als kunstlicher Sauerstofftrager. 

25. Verwendung gemaB Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel in 
Form einer pharmazeutischen Zubereitung als ein Ersatz des Blutes 
(Blutsubstitut) oder als ein Zusatz zum Blut zur Erhohung der Sauer- 
stofftransport-Kapazitat (Blutadditiv) oder zu einer Nahrlosung, im mensch- 
lichen und tierischen Organismus, in einzelnen Organen oder in biotech- 
nischen Anwendungen .verwendet wird. 



26. Verwendung gemass Anspruch 23 oder 24 zur Behandlung eines chronischen 
Sauerstoffmangels beim Menschen. 
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